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INTRODUCTION 
    Depuis plus d’un siècle, les activités industrielles ont permis le développement et la mise 
sur le marché de nombreuses substances chimiques. Chaque année, de 500 à 1000 nouveaux 
composés sont produits en grande quantité, en particulier pour des usages agricoles et 
industriels.23 Bien que la majorité de ces composés ne soit probablement pas nocive, 
l’Homme est inévitablement exposé à certains d’entre eux soit directement par l’activité 
professionnelle, soit indirectement par l’environnement. En effet, beaucoup de produits 
chimiques se retrouvent sous la forme de déchets dans l’air ou les rivières; certains ont 
d’ailleurs atteint la chaîne alimentaire par contamination accidentelle et ont alors été 
responsables de graves épisodes d’empoisonnement humain.23,37 
     Le système nerveux peut être particulièrement sensible à certains de ces composés 
exogènes et de nombreuses toxines sont connues pour causer des lésions nerveuses 
spécifiques.18,28,31,57,59 Aujourd’hui, le potentiel neurotoxique des produits chimiques, 
nouveaux ou déjà existants, est devenu un réel sujet d’inquiétude.56,66 Les troubles 
neurotoxiques représentent une des causes majeures de maladies liées à l’activité 
professionnelle; de plus, certaines anomalies neurologiques observées chez les enfants ou les 
personnes âgées (exemples : maladie d’Alzheimer ou de Parkinson) pourraient provenir en 
partie de l’exposition à des contaminants environnementaux.4,38,42,68 
     Le but de la neurotoxicologie est d’éviter l’apparition de tels troubles chez l’Homme en 
évaluant le potentiel neurotoxique d’un produit chimique. Elle est basée sur la mise en place 
d’études expérimentales qui permettent l’appréciation des effets nerveux fonctionnels et 
structuraux délétères résultant de l’exposition d’animaux de laboratoire à la substance 
chimique testée. Le neurotoxicologue identifie ainsi les composés dangereux pour le système 
nerveux, et obtient des informations relatives à l’effet-dose et aux particularités spécifiques 
afin d’évaluer le risque toxique pour l’Homme. La neurotoxicologie est une discipline 
relativement récente qui a connu des progrès significatifs ces deux dernières décennies, en 
termes de conceptualisation et de développement des stratégies d’évaluation de la 
neurotoxicité d’un produit.26,63 
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Le sujet de ce travail porte sur la réalisation d’une étude avec un produit de référence visant à 
valider les outils techniques nécessaires à l’évaluation morphologique de la neurotoxicité d’un 
produit; ceci dans le but de mettre en place ultérieurement des études de neurotoxicologie 
dans un centre de recherche privé.  Pour ce faire, le produit qui a été choisi est le chlorure de 
triméthylétain, dont la neurotoxicité a déjà bien été caractérisée chez le rat, tant au plan 
clinique (hyperactivité, agressivité) qu’au plan anatomopathologique (nécrose et 
chromatolyse neuronales dans des régions spécifiques du système nerveux central et 
dégénérescence Wallérienne dans les nerfs sciatiques et tibiaux).6,12,14,15,20,21,27,44,45,49 
 
     Une revue bibliographique concernant l’anatomie du système nerveux, les principes 
généraux de la neurotoxicologie et les effets nerveux induits par le triméthylétain sera le 
préalable nécessaire à la présentation du protocole et des résultats de cette étude de validation. 
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I. ORGANISATION GENERALE DU SYSTEME NERVEUX 
  
    Le système nerveux, composé du tissu nerveux, des méninges et de la vascularisation 
sanguine, est anatomiquement divisé en SNC (système nerveux central : cerveau et moelle 
spinale), et SNP (système nerveux périphérique : nerfs crâniens, spinaux et ganglions 
nerveux). 
A. Constituants cytologiques du système nerveux 
    Le développement du système nerveux se caractérise par la différenciation de deux 
populations cellulaires distinctes : les neurones et les cellules neurogliales (ou neuroglie), qui 
forment un agencement géométrique complexe. 
1) Le neurone  
 
     Unité fonctionnelle du système nerveux, il assure la transmission d'un signal électrique 
(influx nerveux).  
Figure 1 : Le neurone 
 
(A) Le neurone est composé d’un corps cellulaire (soma) et de processus (ou fibres nerveuses). 
Ces dernières conduisent l’influx nerveux depuis ou jusqu’au corps cellulaire, respectivement 
appelés axones et dendrites. L’axone, processus unique, peut être myélinisé (entouré d’une gaine 
de myéline résultant de la superposition de plusieurs couches de plasmalemme des 
oligodendrocytes ou neurolemmocytes). 
(B) Le soma comporte un noyau rond central, fortement nucléolé et entouré de nombreux 
granules basophiles cytoplasmiques (amas de ribosomes et polysomes libres) nommés substance 
chromatophile ou substance de Nissl (photographie issue de « Histopathology : A colour Atlas 
and Textbook»24). 
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    Les axones myélinisés, en association avec les cellules gliales et les vaisseaux sanguins, 
constituent la substance blanche (SB) du SNC; désignée sous le nom de cordons, pédoncules, 
tractus, lemnisques ou radiations selon la localisation, l’aspect macroscopique et la fonction 
des faisceaux de fibres. 
    Dans le SNP, les axones myélinisés regroupés en faisceaux sont entourés de tissu 
conjonctif pour former les nerfs. Ce tissu conjonctif est organisé en trois couches : l’épinèvre 
(couche externe délimitant le nerf), le périnèvre (couche entourant un faisceau de fibres) et 
l’endonèvre (au contact des axones). 
    Les corps cellulaires des axones se situent dans la substance grise (SG) du SNC ou dans les 
ganglions du SNP. 
2) La  neuroglie 
 
    Elle assure le soutien, la protection et la nutrition des cellules nerveuses. Divisées en 
macroglie (oligodendrocytes, astrocytes, épendymocytes, amphicytes, neurolemmocytes) ou 
microglie (microgliocytes), les cellules neurogliales peuvent également être classées selon 
leur appartenance au SNC ou SNP. 
• Eléments gliaux centraux 
Tableau 1 : Morphologie, localisation et fonction des éléments gliaux du système nerveux central 
 Aspect microscopique 
(Hémalun-éosine) 
Localisation Fonction 
Oligodendrocytes  Petit noyau rond à ovale 
contenant beaucoup 
d’hétérochromatine. 
Cytoplasme non visible. 
SB : oligodendrocytes 
interfasciculaires. 
SG : oligodendrocytes 
satellites. 
Interfasciculaires : 
myélinisation des axones 
neuronaux. 
Satellites : régulation du 
microenvironnement 
neuronal. 
Astrocytes Gros noyau rond à ovale, 
pâle, contenant de petits 
amas de chromatine à la 
périphérie. 
Cytoplasme non visible. 
SB : astrocytes fibreux. 
SG : astrocytes 
protoplasmiques. 
Soutien structural. 
Formation de membranes 
gliales  (barrières du 
SNC).  
Microgliocytes Peu de cytoplasme. 
Petit noyau sombre. 
SB et SG Immunorégulation et 
surveillance. 
Phagocytose. 
Ependymocytes Cellules cylindriques et 
ciliées formant un 
épithélium simple (strate 
épendymaire). 
Bordent le système 
ventriculaire de 
l’encéphale et le canal 
central de la moelle 
spinale. 
Formation, circulation et 
détoxification du liquide 
cérébrospinal (LCS). 
14
 
 
• Eléments gliaux périphériques 
    Les gliocytes ganglionnaires (ou amphycites) sont les cellules neurogliales qui entourent 
les corps cellulaires neuronaux présents dans les ganglions. 
    Les neurolemmocytes (ou cellules de Schwann) entourent les axones et forment la myéline, 
ils sont donc apparentés aux oligodendrocytes. 
15
 
 
B. Organisation anatomo-fonctionnelle du système nerveux central 
 
1) Méninges, système ventriculaire et liquide cérébrospinal 
 
    Le SNC est entièrement entouré de trois membranes conjonctives : la dure-mère 
(pachyméninge) est la protection fibreuse du SNC, l’arachnoïde et la pie-mère 
(leptoméninges) sont respectivement associées au flux de LCS et à l’apport vasculaire du tissu 
nerveux. 
    Le système ventriculaire (Figure 3) est l’ensemble des cavités situées à l’intérieur de 
l’encéphale, en continuité avec le canal central de la moelle spinale et tapissé par la strate 
épendymaire. Les plexus choroïdes, qui sont des modifications focales de cette strate, font 
protrusion dans le système ventriculaire (au niveau des ventricules latéraux, IIIe et IVe 
ventricule) et produisent le LCS à partir du plasma sanguin. Le LCS remplit donc le système 
ventriculaire, le canal central de la moelle spinale, mais aussi l’espace sous-arachnoïdien; il 
abreuve tout le tissu nerveux et sert de milieu hydraulique protecteur et nutritif pour le SNC. 
2) Encéphale 
 
    L’encéphale est composé du cerveau (télencéphale), du tronc cérébral (diencéphale, 
mésencéphale, métencéphale ventral, myélencéphale) et du cervelet (métencéphale dorsal). 
16
 
 
Figure 2 : Vues ventrale (A) et dorsale (B) d’un encéphale de rat 
 
 
 
 
(A), (B) : Bo : bulbe olfactif, Cerv : cervelet, CO : chiasma optique, Coll : collicules, Lobe piri : 
lobe piriforme, Mo All : moelle allongée, MS : moelle spinale, Pcer : pédoncule cérébral, pyra : 
pyramide, ToL : tractus olfactif, T opt : tractus optique, Trig olf : trigone olfactif,  *: récessus 
infundibulaire du III° ventricule.  
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Figure 3 : Représentation schématique d’une coupe sagittale d’encéphale de rat 
 
 Adh : adhésion interthalamique. 
Système ventriculaire : III : IIIe ventricule, * : récessus infundibulaire du IIIe ventricule, 
Aqueduc : aqueduc mésencéphalique, IV : IVe ventricule (schéma adapté à partir de « A Colour 
Atlas of Anatomy of Small Laboratory Animals » 54). 
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• Télencéphale (hémisphères cérébraux) 
 
Il est composé : 
(1) Du cortex cérébral : divisé en paléocortex (bulbes olfactifs, pédoncules olfactifs, tractus 
olfactifs latéraux et lobes piriformes, Figure 2A), archicortex (hippocampe, gyrus denté) et 
néocortex (lobes frontaux, pariétaux, occipitaux, temporaux, Figure 2B). Les régions grises 
externes du néocortex cérébral sont constituées de 6 couches cellulaires. 
(2) Des noyaux de la base : putamen caudé, claustrum, pallidum et noyau amygdaloïde. 
(3) De substance blanche : corps calleux, capsule interne et externe, fibres associatives 
courtes. 
• Tronc cérébral (cf. Figure 3 et Annexes 5 à 8) 
Tableau 2 : Eléments anatomiques composant le tronc cérébral 
 Dorsal Médial Ventral 
Diencéphale 
- Toile choroïdienne du III° 
ventricule 
- Epiphyse 
- Noyaux habénulaires 
- Métathalamus (corps 
géniculés médiaux et latéraux 
controlatéraux réunis par 
l’adhésion interthalamique) 
- Thalamus ventral 
- Hypothalamus rostral : 
noyaux supraoptique et 
paraventriculaire 
- Hypothalamus 
intermédiaire : 
neurohypophyse 
- Hypothalamus caudal : 
corps mamillaire 
Mésencéphale Collicules rostraux et caudaux - Aqueduc mésencéphalique 
- SG périaqueducale  
- SG : substantia nigra, 
noyau rouge, émergence 
des nerfs crâniens III et IV 
- SB : pédoncules 
cérébraux, lemnisques 
médiaux 
 
Métencéphale  IVe ventricule 
- SG : origine motrice du 
nerf V, noyaux des corps 
trapézoïdes, noyau 
cochléaire ventral 
- SB : tractus pyramidaux, 
corps trapézoïdes, 
pédoncules cérébelleux 
Myélencéphale       
 
Plexus choroïde du IVe 
ventricule IV
e
 ventricule 
- SG : centres d’origine et 
de terminaison des nerfs 
crâniens VI à XII, olives, 
noyaux cunéate et solitaire 
- SB : tractus pyramidaux, 
tractus spinocérébelleux, 
corps trapézoïdes 
- Formation réticulée 
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• Cervelet 
    Le cervelet est rattaché au métencéphale ventral par 6 pédoncules cérébelleux. Il est 
composé de substance blanche (corps médullaire et arbre de vie) et de substance grise (cortex 
cérébelleux) divisé en trois couches : 1/ la couche moléculaire (externe) aux petits neurones et 
nombreuses fibres non myélinisées, 2/ la couche piriforme (centrale) composée de gros 
neurones pyramidaux, et  3/ la couche granulaire (interne) avec de petits neurones étroitement 
regroupés. 
3) Moelle spinale 
 
    La morphologie de la moelle spinale varie aux niveaux cervical, thoracique, lombaire et 
sacré. Le profil décrit ci-dessous est, cependant, similaire à tous les niveaux. 
Figure 4 : Représentation schématique d’une coupe transversale de moelle spinale 
 
 
Ccal : canal central 
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C. Organisation anatomo-fonctionnelle du système nerveux périphérique 
 
1) Nerfs spinaux 
 
    Pour chaque segment spinal, les filets radiculaires donnent naissance à deux racines : la 
racine dorsale qui porte le ganglion spinal et la racine ventrale. Elles fusionnent pour donner 
le tronc du nerf spinal. 
Figure 5 : Organisation d’un nerf spinal et relation avec le système nerveux central 
 
 
Les nerfs spinaux sont mixtes, leurs axones portent, soit une information motrice (racine 
ventrale), soit une information sensorielle (racine dorsale). (Schéma adapté à partir de « Applied 
Veterinary Histology »7) 
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2) Nerfs crâniens 
 
    Les racines dorsales et ventrales ne sont pas apparentes. Les nerfs consistent en des troncs 
qui peuvent être seulement sensitifs (nerfs I, II, VIII), seulement moteurs (nerfs III, IV, VI, 
XII) ou mixtes (nerfs V, VII, IX, X, XI). 
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II. NEUROTOXICOLOGIE : PRINCIPES GENERAUX 
 
    Les effets neurotoxiques de nombreuses substances chimiques ont été identifiés chez 
l’Homme. En effet, l’exposition de la population à de fortes doses de toxiques 
environnementaux a souvent amené au développement de maladies nerveuses aiguës 
(exemples : encéphalopathies chez les enfants ayant ingéré des fragments de peinture au 
plomb4, convulsions et coma dus aux insecticides organophosphorés1) voire à de véritables 
« épidémies » de troubles nerveux. Parmi les épisodes les plus connus, on peut citer : 
- les ataxies provoquées par l’ingestion de méthylmercure contenu dans les coquillages et 
poissons de la baie de Minamata28 (Japon, 1968), 
- les paralysies causées par la consommation d’huile de cuisine contaminée par le 
triorthocrésylphosphate61 (Maroc, 1959), 
- les syndromes cérébelleux développés par les ouvriers d’une industrie chimique exposés au 
Képone18 (Etats-Unis, 1974). 
    Avec le développement des activités industrielles, une grande variété de nouveaux agents 
chimiques est régulièrement introduite dans l’environnement, augmentant ainsi de manière 
importante la probabilité d’exposition de la population à des produits toxiques pour le 
système nerveux. En 1987, D. McMillan  a combiné  les données d’un rapport de l’Académie 
Nationale des Sciences/Conseil National de la Recherche (NAS/NRC) et les résultats d’une 
étude bibliographique réalisée par Anger et al. sur la neurotoxicologie : il estime à plus de 
18 000 le nombre de produits neurotoxiques potentiels.5,40  
Afin d’identifier les agents chimiques environnementaux potentiellement neurotoxiques, des 
efforts considérables ont été réalisés pour mettre en place des mesures d’évaluation de la 
toxicité nerveuse qui soient sensibles et pertinentes.  
    L’évaluation de la neurotoxicité d’un produit suit les recommandations des agences 
réglementaires européenne48 ou américaine65. Ces recommandations, ou lignes directrices, 
sont conçues de façon à ce qu’elles puissent servir de cadre à une étude indépendante de 
neurotoxicologie, ou être combinées aux lignes directrices d’études de toxicologie standards.  
Les études peuvent être aiguës (une seule administration de la substance à tester), ou 
conduites sur une période de 28 jours, 90 jours (étude subchronique), une année ou plus 
(étude chronique) avec administration répétée du produit. La substance à tester est administrée 
à différents niveaux de dose à plusieurs groupes de rongeurs, généralement par voie orale.  
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    Il existe également des études de neurotoxicologie « développementale » : le produit à 
tester est alors administré aux mères pendant les périodes de gestation et de lactation, et ce 
sont les jeunes qui font l’objet d’une évaluation de la fonction nerveuse. 
 
    Quelque soit le schéma d’étude, l’évaluation du potentiel neurotoxique d’un produit 
comporte deux étapes indispensables et complémentaires : l’analyse comportementale et 
l’examen microscopique du tissu nerveux des animaux traités. 
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A. Evaluation des modifications comportementales induites par un produit 
neurotoxique  
 
1) Observations et tests fonctionnels (FOB : Functional Observational Battery) 
 
    Ensemble de méthodes permettant la détection de troubles nerveux induits chimiquement, 
les « observations fonctionnelles » consistent en une série d’examens de l’animal, de tests 
(sensorimoteurs, neuromusculaires) et de mesures physiologiques.43,47 
 
- Les observations de l’animal (le rat, dans la majorité des études) sont réalisées lorsque celui-
ci est dans sa cage et lorsqu’il se déplace librement dans une arène pendant une durée 
déterminée. Les signes alors recherchés sont des modifications de l’état d’éveil, de la 
démarche, de la mobilité, ou de la réaction à la manipulation; la présence de convulsions ou 
de tremblements; ainsi que des perturbations du système nerveux autonome. 
- Les tests sensorimoteurs consistent en de simples évaluations de la réaction de l’animal au 
bruit et à la douleur. Les réponses attendues sont le sursaut lors d’un bruit fort et soudain, et le 
retrait de la patte lorsque celle-ci est pincée. 
- Les tests neuromusculaires incluent la mesure de la force d’agrippement et l’analyse de la 
démarche et coordination motrice de l’animal.  
    La mesure de la force d’agrippement des pattes avant et arrière d’un animal constitue un 
test sensible pour la détection des dysfonctionnements neuromusculaires, et elle est d’ailleurs 
largement utilisée lors des études de neurotoxicité.41,55  Cette mesure se fait par un appareil 
spécifique qui perçoit la force maximale que l’animal applique en s’agrippant à un barreau 
relié à un détecteur de pression. Le rat, maintenu au niveau de l’abdomen par un 
expérimentateur, est autorisé à agripper le barreau avant d’être doucement tiré vers l’arrière. 
De manière naturelle, l’animal se cramponne au barreau pour résister, puis le lâche lorsque la 
force de traction est trop importante. L’appareil mesure la force appliquée lorsque l’animal 
lâche le barreau. 
    Les modifications parétiques de la démarche peuvent être détectées par l’analyse des 
empreintes de pattes de l’animal au cours d’un déplacement.34 
    Les perturbations de la coordination motrice peuvent être évaluées par le test d’écartement 
des pattes à la réception, pour lequel la distance entre les empreintes des pattes arrière de 
l’animal est mesurée après que celui-ci ait été lâché d’une hauteur de 30 cm. Ce dernier test 
est relativement stable et sensible pour tester le dysfonctionnement moteur. 
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2) Mesure de l’activité motrice 
 
    De toutes les méthodes d’évaluation de la fonctionnalité motrice, la mesure de l’activité 
spontanée est devenue la plus largement utilisée pour évaluer les effets de l’exposition aux 
produits neurotoxiques. Elle est attractive car elle ne nécessite aucune préparation préalable 
de l’animal, se révèle être sensible aux traitements connus pour affecter le fonctionnement du 
SNC, et se prête facilement à l’automatisation. La mesure de l’activité motrice de l’animal 
peut se faire, entre autres, par utilisation de photocellules ou par enregistrement 
vidéographique de l’animal.36 
 
3) Evaluation des fonctions cognitives et sensorielles 
 
    D’autres méthodes plus spécifiques d’évaluation fonctionnelle de la neurotoxicité existent 
mais ne sont pas utilisées en routine; elles peuvent s’avérer cependant nécessaires pour 
comprendre le mécanisme d’action d’une substance potentiellement neurotoxique. Il s’agit 
des méthodes d’évaluation des fonctions cognitives et sensorielles spécifiques; elles sont 
principalement basées sur le conditionnement opérant qui s’intéresse à l’évaluation de 
l’apprentissage et de la mémoire. 
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B.  Evaluation des modifications nerveuses morphologiques induites par un produit 
neurotoxique (neuropathologie) 
 
1) Acquisition et préparation des prélèvements nerveux 
 
• Fixation 
    Les lignes directrices concernant les rats adultes préconisent la fixation par perfusion intra-
vasculaire de fixatif, suivie d’une période supplémentaire de post-fixation par immersion.32, 
48,65 Cette procédure permet d’obtenir des prélèvements nerveux de bonne qualité, et facilite 
ainsi la distinction entre les artéfacts et les modifications cellulaires réelles. En effet le 
système nerveux, et les neurones en particulier, sont très sensibles au stress oxydatif et des 
artéfacts apparaissent de façon inévitable après une simple fixation par immersion. Le concept 
général de la perfusion est de remplacer la totalité du volume sanguin par une solution 
fixative, et ce, en maintenant une pression sanguine systolique constante (120-150 mmHg 
pour un rat adulte) par gravité ou par l’utilisation d’une pompe. Après introduction d’une 
canule ou d’un cathéter dans le ventricule cardiaque gauche, l’animal sous profonde 
anesthésie est : (1) perfusé avec une solution de rinçage (solution tampon), (2) saigné par 
section de l’oreillette droite, (3) perfusé avec la solution fixative (formol seul ou associé à du 
glutaraldéhyde).30 La réussite d’une fixation par perfusion est vérifiée macroscopiquement par 
la raideur généralisée de l’animal; et microscopiquement par l’absence d’artéfacts courants 
(absence de vacuolisation du neuropile, de neurones basophiles sombres ou « dark neurons », 
d’espaces de rétraction autour des vaisseaux et des cellules), et par la dilatation des 
capillaires.32 
    Après extraction de la partie dorsale de la boîte crânienne et laminectomie dorsale, l’animal 
perfusé est immergé dans une solution de fixation pendant au moins 24 heures avant le 
prélèvement et la recoupe des principaux composants du système nerveux.  
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• Prélèvement, recoupe et inclusion des tissus requis pour une étude de neurotoxicologie   
 
Tableau 3 : Liste des tissus recommandés pour l’évaluation neuropathologique lors d’étude de 
toxicologie classique et lors d’étude de neurotoxicologie 10 
Système Etude de toxicologie classique Etude de neurotoxicologie 
SNC-cerveau 
Cortex cérébral (frontal, pariétal)  
Striatum 
Hippocampe 
Corps calleux 
Thalamus 
Hypothalamus 
Mésencéphale 
Cervelet/pons 
Moelle allongée 
Bulbes olfactifs (rongeurs) 
Cortex cérébral (frontal, pariétal, 
piriforme, temporal, occipital) 
Striatum 
Hippocampe 
Corps calleux 
Thalamus 
Hypothalamus 
Mésencéphale 
Cervelet/pons 
Moelle allongée 
 
SNC-moelle spinale 
Cervicale 
Thoracique 
Lombaire 
Cervicale 
Thoracique 
Lombaire 
SNP-nerfs crâniens  Nerfs V et ganglions trijumeaux 
SNP-racines dorsales 
ganglionnées et racines ventrales  
Cervicales (multiples) 
Lombaires (multiples) 
SNP-nerfs Sciatique  
Sciatique 
Tibial 
Fibulaire 
Sural 
Plantaire 
Organes récepteurs Œil/nerf optique Œil/nerf optique 
Organes effecteurs Muscle squelettique Muscle squelettique 
 
- Pour le SNC, au minimum 8 sections transversales cérébrales sont requises chez les 
rongeurs (Figure 6); elles permettent l’analyse microscopique des principales zones dont 
certaines sont connues pour être susceptibles aux produits neurotoxiques (cortex cérébral, 
hippocampe, cervelet et bulbes olfactifs).11 
- L’analyse de la moelle spinale se fait par l’examen de coupes transversales et longitudinales 
réalisées aux niveaux cervical (C4 à C7) et lombaire (L1 à L2) pour permettre l’analyse des 
motoneurones innervant les muscles des pattes antérieures et postérieures, ainsi qu’au niveau 
thoracique. 
- L’évaluation du SNP inclut l’examen des racines dorsales ganglionnées et ventrales des 
nerfs spinaux, ainsi que l’analyse de coupes longitudinales et transversales des nerfs 
sciatiques, tibiaux et suraux. Afin de préserver la myéline, les prélèvements nerveux 
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périphériques sont inclus en résine (exemple : glycol méthacrylate) contrairement aux 
prélèvements de SNC qui sont traités en paraffine. 
Figure 6 : Guide des niveaux de coupe de cerveau à réaliser lors d’étude de neurotoxicologie 
chez les rongeurs 11 
 
 
Les coupes transversales sont réalisées dans un moule à cerveau servant de guide. La pointe des 
flèches indique la face devant être posée sur le fond de la cassette après recoupe.  
A chaque niveau de coupe représenté ici correspond une section transversale cérébrale dont la 
représentation schématique figure en annexe (Annexes 1 à 9 : schémas adaptés à partir de « The 
rat brain in stereotaxic coordinates »52).  
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• Coloration 
    L’évaluation initiale des tissus nerveux se fait à partir de sections colorées en hémalun-
éosine (H&E), mais il existe un panel de colorations histochimiques et méthodes 
immunohistochimiques pouvant être utilisé afin de diagnostiquer plus aisément les lésions 
nerveuses. 
Tableau 4: Exemples de colorations et méthodes immunohistochimiques pouvant être utilisées 
pour mettre en évidence des structures nerveuses normales ou lésées 
Structure/population cellulaire  à 
mettre en évidence 
Coloration histochimique ou 
méthode immunohistochimique 
(IHC) 
Intérêt de la coloration/ de 
l’IHC 
Corps cellulaire neuronal 
Colorations de Nissl 
(Exemples : Coloration de Lee, 
Cresyl Fast Violet, Thionine) 
- Coloration de tous les 
noyaux : évaluation de la 
cellularité globale du tissu 
 
- Coloration de la substance 
de Nissl des gros neurones : 
mise en évidence des lésions 
de chromatolyse centrale (cf. 
2.2) 
 
Processus nerveux (axones, 
dendrites et terminaisons nerveuses) 
+ corps cellulaire neuronal 
1/ Techniques d’imprégnation 
argentique (Bodian, Holmes, Sevier 
Munger, Bielschowsky) 
 
 
 
 
 
2/ Coloration argentique de 
dégénérescence neuronale sélective 
(procédure cuprique-argentique) 
 
 
3/ Fluorojade B et C  
 
1/ Coloration des processus 
nerveux normaux ET 
dégénérés (nécessite une 
comparaison entre les traités 
et les contrôles pour 
conclure) 
 
 
2/ Coloration des neurones 
dégénérés de manière 
sélective 
 
 
3/ Marquage des neurones 
dégénérés de manière 
sélective 
Myéline 
 
1/ Luxol Fast Blue 
 
 
 
 
2/ Technique de Marchi 
 
1/ Coloration de la myéline 
intacte : mise en évidence 
d’une diminution de la 
quantité de myéline 
(démyélinisation, 
hypomyélinisation) 
 
 
2/ Coloration de la myéline 
dégénérée : mise en évidence 
des myélinopathies 
Astrocytes IHC anti GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) 
Mise en évidence de la 
gliose astrocytaire 
Microgliocytes 
IHC anti-CMH 
IHC anti-lectine 
IHC anti-CD68 
Mise en évidence des 
microgliocytes en stade 
phagocytaire 
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2) Lésions nerveuses chimiquement induites 
 
    Les lésions microscopiques nerveuses induites par un produit toxique peuvent être classées 
en fonction du type cellulaire et de la structure infracellulaire affectés. De manière générale 
on distingue, pour les lésions du neurone, les neuronopathies (anomalies du corps cellulaire), 
axonopathies (modifications axonales), et myélinopathies (lésions de la gaine de myéline) 
selon la structure atteinte. Chacune de ces grandes catégories regroupent des modifications 
morphologiques spécifiques :  
- l’œdème intracellulaire, la chromatolyse centrale (corps cellulaire dilaté, dispersion de 
la substance de Nissl, noyau excentré, Figure 7A) et la nécrose neuronale (neurone de 
taille diminué, aux contours angulaires, cytoplasme hyperéosinophile et noyau 
pycnotique, Figure 7B) sont des exemples de neuronopathies; 
- l’atrophie axonale (diminution du diamètre de l’axone), la dystrophie axonale 
(accumulation intra-axonale d’éléments cytosquelettiques ou d’organelles) et la 
dégénérescence axonale (désintégration de l’axone) sont des exemples d’axonopathies. 
    Une lésion neuronale primaire touchant un site particulier peut entrainer des modifications 
morphologiques secondaires dans d’autres localisations du système nerveux (exemple : une 
lésion axonale pourra s’accompagner de la désintégration de la partie distale de l’axone et de 
sa gaine de myéline - processus appelé dégénérescence Wallérienne - ainsi que de la 
chromatolyse centrale du corps cellulaire neuronal correspondant). Une lésion neuronale 
primaire peut aussi entraîner des modifications morphologiques secondaires dans d’autres 
populations cellulaires (exemple : réactivité des cellules gliales aux lésions neuronales 
adjacentes). 
     La glie présente un panel de réponses aux lésions relativement limité : hypertrophie, 
hyperplasie, augmentation de la synthèse et de l’expression de protéines spécifiques. Dans le 
cas des astrocytes, la protéine produite en plus grande quantité est cytosquelettique (GFAP). 
Elle s’accumule dans le cytoplasme des cellules, leur conférant un aspect renflé et le nom 
d’astrocytes gémistocytiques (Figure 7C). Dans le cas des microgliocytes, ce sont les 
protéines impliquées dans la phagocytose qui sont surexprimées, ce qui permet d’ailleurs de 
caractériser les microgliocytes phagocytaires par immunohistochimie (Tableau 4). Ces 
derniers phagocytent les débris cellulaires, les débris de myéline (Figure 7D) et les corps 
cellulaires neuronaux lésés (neuronophagie).   
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Figure 7 : Exemples de réponses neuronales (A, B) et gliales (C, D) aux lésions 
 
(A) Chromatolyse centrale, corps cellulaire neuronal. Le neurone lésé présente un noyau 
excentré et un cytoplasme abondant, pâle, avec dispersion de la substance de Nissl.  
(B) Nécrose neuronale aiguë, couche piriforme, cervelet. Le corps cellulaire neuronal est 
contracté, avec un cytoplasme hyperéosinophile et un noyau pycnotique.  
(C) Astrocytes gémistocytiques, cerveau. Le cytoplasme astrocytaire, normalement non 
visualisable, apparaît dilaté et éosinophile.  
(D) Gitter cells, cerveau. Ces microgliocytes présentent un cytoplasme abondant et vacuolisé 
après avoir phagocyté des débris de myéline.   
(Photographies issues de « Histopathology : A colour Atlas and Textbook » 24)  
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III.  LE TRIMETHYLETAIN (TME) 
 
    Les composés organiques alkylétains ont été développés au cours du siècle dernier et ont 
été utilisés pour divers usages industriels et agricoles (stabilisateurs de matière plastique, 
fongicides dans les peintures, aliments, et autres produits).13,53 Bien que dérivés de l’étain 
métallique au faible degré de toxicité, certains composés alkylétains se sont révélés 
particulièrement nocifs, surtout pour le système nerveux.2,8,29,31,35,57 Le TME ((CH)3-Sn) est 
un dérivé trialkyl dont la neurotoxicité a initialement été identifiée chez l’Homme : en 1978, 
deux chimistes exposés accidentellement au TME ont présenté un état de confusion mentale 
associé à des crises d’épilepsie.31 Depuis cette épisode, d’autres expositions humaines 
sporadiques ont été rapportées, se traduisant par le développement d’encéphalopathie ou de 
syndrome limbique-cérébelleux (perte de l’ouïe, désorientation, amnésie, comportement 
agressif, hyperphagie, perturbation du comportement sexuel, nystagmus, ataxie et neuropathie 
sensorielle modérée).8,29,57 
    Les effets du TME ont été largement étudiés chez les animaux de laboratoire, 
principalement le rat. Exposé au TME, il présente certains signes similaires à ceux décrits 
chez l’Homme (hyperréactivité, agression), ainsi que tremblements, hypoactivité suivie 
d’hyperactivité, mutilation de la queue et vocalisation.12,14,18,27 Le TME a aussi un effet 
délétère sur les fonctions sensorielles et cognitives du rat.16,17,22 Toutes ces modifications 
peuvent être reliées aux lésions du système nerveux central spécifiquement localisées à 
l’hippocampe et au système limbique.6,14,15,19-21,27,44,45,49,67  
    En effet, le TME entraîne une nécrose neuronale symétrique et bilatérale impliquant les 
cellules pyramidales de l’hippocampe (zones CA1 et CA3 principalement), le cortex 
piriforme, le noyau amygdaloïde, le néocortex, le noyau olfactif antérieur latéral et les 
tubercules olfactifs. Balaban et al., en utilisant une coloration cuprique-argentique, ont pu 
mettre en évidence d’autres localisations cérébrales de dégénérescence neuronale : noyaux 
divers (septal, endopiriforme, parafasciculaire, pontin, raphé); collicules supérieurs et 
inférieurs; couche granulaire du gyrus denté; substance grise périaqueducale et pars distalis 
du noyau spinal du nerf trijumeau.6 
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    En plus de causer des lésions de nécrose neuronale dans l’hippocampe et les composants du 
système limbique, le TME est aussi responsable de : 
-  lésions de chromatolyse dans les neurones de la corne ventrale de la moelle spinale, 
du noyau mésencéphalique du nerf trijumeau et dans les neurones réticulaires (moelle 
allongée), 
-  lésions de dégénérescence Wallérienne dans les axones des nerfs sciatiques et 
tibiaux.19,21,49 
    A ce jour, les mécanismes d’action du TME ne sont toujours pas élucidés, mais ils 
semblent nombreux et variés : formation de radicaux oxygénés3, implication partielle de 
mécanismes excitotoxiques ou cholinergiques33,46, activation de voies intracellulaires (pKC51, 
cascade apoptotique62), activation astrocytaire et microgliale39.  
    La sélectivité anatomique de la nécrose neuronale induite par le TME pourrait s’expliquer 
par l’expression spécifique d’une protéine membranaire, la stannine, par les neurones 
sensibles.64,25,50 La stannine interagirait avec le TME et jouerait un rôle dans l’activation de 
certaines voies de signalisation (cascade p38-ERK, voies p53 dépendantes).9 
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    Cette étude a été conduite sur quatorze jours. Le premier jour, les animaux ont reçu une 
injection intrapéritonéale unique de produit (6 ou 10 mg/kg de chlorure de triméthylétain pour 
les groupes traités) ou de solution saline (groupe contrôle). L’examen clinique des animaux a 
été réalisé quotidiennement pendant treize jours, et ces derniers ont été soumis à un examen 
ophtalmologique et une évaluation neurocomportementale la veille du sacrifice final, le 
quatorzième jour. 
 
I. ANIMAUX 
 
   Trente-six rats mâles identifiés de la souche Wistar RJ:WI (IOPS HAN) (R. Janvier, France) 
ont été utilisés pour l’étude; ils étaient disposés dans des cages métalliques individuelles avec 
une alimentation standard stérilisée et de l’eau filtrée disponibles ad libitum. La souche 
Wistar Rj:WI (IOPS HAN) a été choisie car elle représente un modèle rongeur pour les études 
de neurotoxicologie et est largement utilisée lors d’études toxicologiques standards. Les rats 
étaient âgés de 6 semaines au moment de leur réception, et ont subi une période 
d’acclimatation aux conditions de laboratoire de 2 semaines. Pendant toute la durée 
d’acclimatation et de l’étude, ils ont été gardés dans une pièce maintenue à une température 
de 20-24°C, une humidité relative de 40 à 70 %, éclairée automatiquement 12 heures par jour. 
A l’issue de la phase d’acclimatation, 3 groupes de 12 rats (groupes 1, 2 et 3) ont été formés 
par randomisation afin d’obtenir une distribution des poids corporels équivalente dans les 3 
groupes.  
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II. TRAITEMENT 
 
    Le produit utilisé est le chlorure de triméthylétain (Sigma-Aldrich, France). Deux groupes 
ont été traités par injection intrapéritonéale unique de chlorure de triméthylétain en 
suspension dans 5 mL/kg de solution saline, à des niveaux de dose de 6 (groupe 2) et 10 
mg/kg (groupe 3). Le groupe contrôle (groupe 1) a seulement reçu une injection 
intrapéritonéale de solution saline (5 mL/kg). 
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III. EXAMEN CLINIQUE ET EVALUATION NEUROCOMPORTEMENTALE 
 
    Comme lors d’une étude toxicologique standard, l’examen clinique des animaux a été 
réalisé tous les jours; la pesée, l’examen physique et la mesure de la consommation de 
nourriture une fois par semaine. Six animaux de chaque groupe, choisis par randomisation, 
ont été soumis à un examen ophtalmologique et à une évaluation neurocomportementale 
(« observations fonctionnelles » et mesure de l’activité motrice) la veille du sacrifice final. 
    En plus de la mesure du poids corporel et de la température rectale, les « observations 
fonctionnelles » ont inclu : 
- l’examen de l’animal dans sa cage,  dans une arène pendant une durée de 2 minutes et lors 
de la manipulation, 
- la réalisation de tests évaluant les différentes voies nerveuses motrices et sensitives (réflexe 
pupillaire, réflexe cornéen, réflexe de flexion, réponse au bruit, réponse à la douleur, capacité 
de retournement après avoir été placé sur le dos), 
- la mesure de la force d’agrippement des pattes antérieures et postérieures avec un appareil 
spécialisé (Bioseb, France), 
- le test d’écartement des pattes postérieures à la réception. 
L’activité motrice spontanée des animaux a été mesurée pendant une durée de 60 minutes par 
un appareil d’enregistrement automatisé muni de cellules photoélectriques (Imetronic, 
France). 
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IV.  EUTHANASIE, PRELEVEMENTS ET HISTOPATHOLOGIE 
 
    Un animal du groupe 3 a été trouvé moribond, il a été euthanasié et autopsié selon la 
procédure standard; seuls les yeux (avec les nerfs optiques), les tissus nerveux et muscles 
squelettiques ont été prélevés. Les yeux ont été conservés dans du fixateur de Davidson et les 
autres tissus dans du formol. 
    Le jour du sacrifice final (14ème jour de l’étude), les animaux survivants de chaque groupe 
ont reçu une injection intrapéritonéale d’héparine de sodium (60 mg/kg) avant d’être 
anesthésiés par inhalation d’isoflurane, puis euthanasiés par exsanguination lors de la 
procédure de perfusion intravasculaire (perfusion de tampon phosphate suivie d’une solution 
fixative : 4 % de formaldéhyde et 1 % de glutaraldéhyde dans une solution tampon). 
Après dissection des yeux et nerfs optiques (placés dans du fixateur de Davidson), la carcasse 
entière de l’animal a été préparée (extraction de la partie dorsale du crâne et des vertèbres 
pour exposer le SNC) et immergée pendant au moins 24 heures (période de post-fixation) 
dans la même solution fixative que celle utilisée lors de la perfusion.  
    Seuls les six animaux de chaque groupe choisis par randomisation ont fait l’objet de 
prélèvements tissulaires uni- ou bilatéraux (Tableau 5) pour analyse histopathologique : 
cerveau, ganglions trijumeaux, moelle spinale (cervicale, thoracique et lombaire), racines 
nerveuses spinales (avec racines dorsales ganglionnées) provenant des renflements cervical et 
lombaire, nerfs périphériques (tibiaux, sciatiques et suraux), muscle gastrocnémien, lésions 
macroscopiques nerveuses et musculaires observées lors de l’autopsie.  
    Le cerveau des animaux perfusés a ensuite été pesé, puis l’ensemble des tissus recueillis a 
été recoupé et inclu en paraffine ou glycol méthacrylate. 
Huit sections transversales de cerveau ont été réalisées en utilisant un moule à cerveau pour 
rongeur standard (RBM coronal 200-400g adult rat L5007M, Oxford instruments SARL, 
France) et en suivant les plans de coupe précédemment décrits (Figure 6). Le cerveau, la 
moelle spinale (cervicale, thoracique et lombaire), les yeux, les nerfs optiques, et le muscle 
gastrocnémien ont été inclus en paraffine puis colorés à l’H&E. Les racines nerveuses 
spinales (avec racines dorsales ganglionnées) provenant des renflements cervical et lombaire, 
les ganglions trijumeaux, et les nerfs périphériques (sciatiques, tibiaux, suraux) ont été inclus 
en glycol méthacrylate puis colorés avec une coloration de Lee.  
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Tableau 5 : Plans de section, mode d’inclusion et coloration appliqués à chaque prélèvement 
tissulaire 
TISSU PLAN DE SECTION INCLUSION COLORATION 
Cerveau (sections 1 à 8) Coronal Paraffine H&E 
Moelle spinale, cervicale 
Transversal et 
longitudinal 
Paraffine H&E 
Moelle spinale, thoracique 
Transversal et 
longitudinal 
Paraffine H&E 
Moelle spinale, lombaire 
Transversal et 
longitudinal 
Paraffine H&E 
Yeux et nerfs optiques 
(bilatéral) 
Longitudinal Paraffine H&E 
Muscle gastrocnémien 
(unilatéral) 
Transversal et 
longitudinal 
Paraffine H&E 
Racines nerveuses  
spinales (avec racine 
dorsale ganglionnée)  
des renflements cervical et 
lombaire  
(bilatéral) 
Longitudinal Glycol méthacrylate Coloration de Lee 
Ganglion trijumeau 
(bilatéral) 
Longitudinal Glycol méthacrylate Coloration de Lee 
Nerf sciatique (bilatéral) 
Transversal et 
Longitudinal 
Glycol méthacrylate Coloration de Lee 
Nerf tibial  
(bilatéral) 
Transversal et 
longitudinal 
Glycol méthacrylate Coloration de Lee 
Nerf sural  
(bilatéral) 
Transversal et 
longitudinal 
Glycol méthacrylate Coloration de Lee 
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Tableau 6 : Récapitulatif des groupes d’animaux, traitement respectif  et nombre de 
prélèvements tissulaires analysés 
 
 Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 
Dose de chlorure de 
triméthylétain  
(mg/kg) 
0 6 10 
Nombre d’animaux traités 12 12 12 
Nombre d’animaux 
euthanasiés avant la fin de 
l’étude 
0 0 1 
Nombre d’animaux 
euthanasiés le dernier jour 
de l’étude 
12 12 11 
Nombre d’animaux 
utilisés pour l’analyse 
histopathologique  
6 6 7* 
Nombre de prélèvements 
tissulaires  
114  114 133 
Nombre de sections 
tissulaires analysées  
216 216 252 
* Un animal présentant des lésions macroscopiques lors du sacrifice final (affaissement diffus des hémisphères 
cérébraux; cf. II, tableau 8) a été utilisé pour analyse histopathologique bien que non choisi par randomisation. 
 
 
V. ANALYSE STATISTIQUE 
 
   Les moyennes des poids corporels et les moyennes des poids des cerveaux (absolus et 
relatifs par rapport au poids corporel) ont été calculées pour chaque groupe. La valeur donnée 
est exprimée ± Déviation Standard (DS). Un test de Bartlett a été entrepris pour vérifier 
l’homogénéité des variances entre les groupes. Lors de variances homogènes, les différences 
significatives ont été détectées par une combinaison d’analyse de la variance (ANOVA) et 
d’un test de Dunnett. Lors de variances hétérogènes, les différences significatives ont été 
identifiées par un test t. 
42
 
 
 
 
 
 
 
TROISIEME PARTIE : RESULTATS ET 
DISCUSSION 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
43
 
    
44
 
 
I. ETUDE GRAVIMETRIQUE 
 
• Masse corporelle 
    La masse corporelle moyenne des animaux du groupe 3 (10 mg/kg) était significativement 
inférieure à celle du groupe témoin (Tableau 7). 
Tableau 7 : Masse corporelle moyenne ± DS 
(Variation en % par rapport au groupe témoin) 
 Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 
Dose (mg/kg) 0 6 10 
 
Masse (g) 
 
 
372,5 ± 24,5 
 
385,4 ± 20,7 
(+ 3,46 %) 
 
333,2 ± 41,1 
(-10,55 %)* 
* p < 0,01 (test t) 
• Masse cérébrale 
    Aucune variation significative de la masse absolue et relative moyenne cérébrale n’a été 
observée chez les groupes traités par rapport au groupe témoin. 
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II. LESIONS MACROSCOPIQUES 
 
• Animal moribond 
   Un animal du groupe 3 (10 mg/kg) a été euthanasié pour raison éthique le sixième jour 
d’étude. L’examen nécropsique a révélé la présence de nombreuses plaies cutanées localisées 
à la queue, associées à une pâleur tissulaire généralisée. Les plaies caudales étaient dues à de 
l’automutilation. 
• Sacrifice final 
    Des modifications macroscopiques considérées comme liées au traitement (Tableau 8) ont 
été observées chez six animaux du groupe 3 (10 mg/kg) : cinq rats paraissaient amaigris par 
rapport aux rats du groupe témoin; parmi eux, deux présentaient des lésions caudales 
identiques à celles retrouvées chez l’animal moribond (causées par de l’automutilation) et un 
animal présentait un affaissement diffus des hémisphères cérébraux (corrélé à une dilatation 
marquée des ventricules latéraux lors de l’examen microscopique, cf. III.A.1). 
Tableau 8 : Lésions macroscopiques observées lors du sacrifice final 
 Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 
Dose (mg/kg) 0 6 10 
Nombre d’animaux 
examinés 12 12 11 
 
Emaciation 
0 0 5 
Plaies cutanées, queue 0 0 2 
Affaissement diffus des 
hémisphères cérébraux 0 0 1 
 
Toutes les autres modifications macroscopiques observées n’ont pas été considérées comme 
liées au traitement. 
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III. LESIONS MICROSCOPIQUES 
 
    Dans chaque groupe, seulement six animaux choisis par randomisation ont fait l’objet de 
prélèvements tissulaires pour analyse histopathologique. Les tissus provenant de l’animal 
ayant présenté un affaissement diffus des hémisphères cérébraux lors de l’examen 
nécropsique, ont été soumis à l’examen microscopique en supplément de ceux provenant des 
six animaux du groupe 3 sélectionnés par randomisation. 
    Des lésions microscopiques considérées comme liées au traitement ont été observées dans 
le cerveau, la moelle spinale, les nerfs périphériques, les ganglions trijumeaux, et les racines 
des nerfs spinaux (Figures 8 à 11). 
A. Lésions microscopiques cérébrales 
    L’incidence et la sévérité des lésions microscopiques cérébrales sont présentées dans le 
tableau 9. 
1) Nécrose neuronale et gliose 
 
    Dans les deux groupes traités, le tableau lésionnel cérébral était largement dominé par la 
présence de nécrose neuronale minime à marquée, systématiquement de distribution bilatérale 
et symétrique. Elle concernait différentes régions spécifiques du cerveau, et était associée à 
une réaction gliale focale d’intensité variable (accumulation de microgliocytes, présence 
d’astrocytes gémistocytiques, neuronophagie, Figure 8). 
- Dans le groupe 3 (10 mg/kg), la nécrose neuronale, observée chez tous les animaux 
examinés, concernait chacune ou certaines des régions suivantes (annexes 1 à 8) : couche des 
cellules granulaires du bulbe olfactif (niveau cérébral 1), noyau olfactif antérieur (niveau 
cérébral 2), néocortex (niveaux cérébraux 3 et 4), cortex piriforme (niveaux cérébraux 3, 4 et 
5), noyaux amygdaloïdes (niveau cérébral 5), cortex entorhinal (niveaux cérébraux 5 et 6), 
transition amygdalopiriforme (niveaux cérébraux 5 et 6), couche des cellules pyramidales de 
l’hippocampe (niveaux cérébraux 5 et 6), couche granulaire du gyrus denté (niveaux 
cérébraux 5 et 6) et subiculum ventral (niveau cérébral 6). 
    Les régions les plus sévèrement touchées étaient le noyau olfactif antérieur, le cortex 
piriforme (Figure 8), le cortex entorhinal et l’hippocampe (Figure 9). Au sein de 
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l’hippocampe, la nécrose neuronale était plus sévère et plus fréquente dans les zones CA1 et 
CA3 par rapport à la zone CA2; et s’est accompagnée, pour trois animaux du groupe 3, d’une 
atrophie bilatérale de l’hippocampe et d’une expansion secondaire des ventricules latéraux. 
Chez l’animal présentant un affaissement diffus des hémisphères cérébraux, la réduction 
modérée de la taille de l’hippocampe était associée à la dilatation marquée des ventricules 
latéraux (Figures 9E et 9F), expliquant ainsi l’aspect affaissé du cerveau observé à l’autopsie 
(Tableau 8). 
- Dans le groupe 2 (6mg/kg), les lésions de nécrose neuronale et de gliose étaient de nature 
similaire mais de moindres fréquence, sévérité et extension (seules régions cérébrales 
touchées : cortex piriforme, noyau amygdaloïde, hippocampe, transition amygdalopiriforme). 
Au niveau de l’hippocampe, la nécrose des cellules pyramidales reste minime et concerne 
principalement la zone CA3. 
2) Chromatolyse centrale 
 
    Des lésions de chromatolyse centrale, bilatérales, minimes à légères, présentes au sein de 
certains noyaux cérébraux, n’ont été observées que chez les animaux du groupe 3 (10 mg/kg). 
Elles concernaient le mésencéphale (noyaux rouges, niveau cérébral 6), le pons (noyaux 
réticulaires et vestibulaires, niveau cérébral 7) et la moelle allongée (noyaux spinaux du nerf 
V et noyaux de la formation réticulée, niveau cérébral 8). 
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3) Dégénérescence Wallérienne focale 
 
    Des lésions minimes de dégénérescence Wallérienne ont été observées dans la formation 
réticulée (niveaux cérébraux 7 et 8) de deux animaux du groupe 3 (10 mg/kg). 
Tableau 9 : Incidence et sévérité des lésions microscopiques cérébrales induites par le 
triméthylétain 
 Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 
Dose (mg/kg) 0 6 10 
Nombre d’animaux 
examinés 6/12 6/12 7/11 
NIVEAU CEREBRAL 1: BULBES OLFACTIFS 
Nécrose neuronale: couche granulaire du bulbe olfactif: bilatérale 
Minime 0 0 2 
Légère 0 0 1 
Total  0 0 3 
NIVEAU CEREBRAL 2: REGION OLFACTIVE 
Nécrose neuronale: noyau olfactif antérieur: bilatérale 
Minime 0 0 1 
Légère 0 0 3 
Modérée 0 0 3 
Total  0 0 7 
Gliose: focale 
Minime 0 0 1 
Légère 0 0 6 
Total  0 0 7 
NIVEAU CEREBRAL 3: CERVEAU ANTERIEUR (NERFS OPTIQUES) 
Nécrose neuronale: cortex piriforme: bilatérale 
Légère 0 0 3 
Modérée 0 0 4 
Total  0 0 7 
Gliose: focale 
Légère 0 0 7 
Total  0 0 7 
NIVEAU CEREBRAL 4: CERVEAU ANTERIEUR (CHIASMA OPTIQUE) 
Nécrose neuronale: cortex piriforme: bilaterale 
Minime 0 1 0 
Légère 0 0 3 
Modérée 0 0 4 
Total  0 1 7 
Nécrose neuronale: cortex insulaire: bilatérale 
Minime 0 0 2 
Légère 0 0 1 
Total  0 0 3 
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Gliose: focale 
Minime 0 1 0 
Légère 0 0 6 
Modérée 0 0 1 
Total  0 1 7 
NIVEAU CEREBRAL 5: CERVEAU MOYEN 
Nécrose neuronale: cortex piriforme: bilatérale 
Minime 0 4 0 
Légère 0 0 1 
Modérée  0 0 5 
Marquée 0 0 1 
Total  0 4 7 
Nécrose neuronale: hippocampe: bilatérale 
Minime 0 1 1 
Légère 0 3 0 
Modérée 0 0 4 
Marquée 0 0 2 
Total  0 4 7 
Nécrose neuronale: noyau amygdaloïde: bilatérale 
Minime 0 1 1 
Légère 0 0 4 
Modérée 0 0 1 
Total  0 1 6 
Nécrose neuronale: cortex entorhinal: bilatérale 
Minime 0 0 1 
Légère 0 0 2 
Modérée 0 0 4 
Total  0 0 7 
Atrophie de l’hippocampe: bilatérale 
Present 0 0 3 
Total  0 0 3 
Dilatation ventriculaire: bilatérale 
Minime 0 0 2 
Légère 0 0 1 
Marquée 0 0 1 
Total  0 0 4 
Gliose: focale 
Minime 0 6 0 
Légère 0 0 2 
Modérée 0 0 5 
Total  0 6 7 
NIVEAU CEREBRAL 6: MESENCEPHALE 
Nécrose neuronale: hippocampe: bilatérale 
Minime 0 3 1 
Légère 0 0 2 
Modérée 0 0 4 
Total  0 3 7 
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Nécrose neuronale: transition amygdalopiriforme: bilatérale 
Légère 0 1 0 
Modérée 0 0 7 
Total  0 1 7 
Nécrose neuronale: cortex entorhinal: bilatérale 
Légère 0 0 3 
Modérée 0 0 4 
Total  0 0 7 
Nécrose neuronale: couche granulaire du gyrus denté: bilatérale 
Minime 0 0 3 
Légère 0 0 3 
Total  0 0 6 
Nécrose neuronale: subiculum ventral: bilatérale 
Minime 0 0 3 
Légère 0 0 4 
Total  0 0 7 
Chromatolyse: noyau rouge: bilatérale 
Minime 0 0 2 
Total  0 0 2 
Gliose: focale 
Minime 0 3 0 
Légère 0 0 1 
Modérée 0 0 6 
Total  0 3 7 
NIVEAU CEREBRAL 7: CERVELET/PONS 
Chromatolyse: noyau réticulaire: bilatérale 
Minime 0 0 5 
Total  0 0 5 
Chromatolyse: noyau vestibulaire: bilatérale 
Minime 0 0 1 
Légère 0 0 2 
Total  0 0 3 
Dégénérescence Wallérienne: formation réticulée: focale 
Minime 0 0 2 
Total  0 0 2 
NIVEAU CEREBRAL 8: CERVELET/MOELLE ALLONGEE 
Chromatolyse: noyau réticulaire: bilatérale 
Minime 0 0 5 
Légère 0 0 1 
Total  0 0 6 
Chromatolyse: noyau spinal du nerf trijumeau : bilatéral 
Minime 0 0 3 
Total  0 0 3 
Dégénérescence Wallérienne:  formation réticulée: focale 
Minime 0 0 2 
Total  0 0 2 
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B. Lésions microscopiques spinales 
 
    L’incidence et la sévérité des lésions microscopiques spinales sont présentées dans le 
tableau 10. 
- Dans la moelle spinale des animaux du groupe 3 (10 mg/kg), des lésions de chromatolyse 
centrale dans la corne ventrale et de dégénérescence Wallérienne dans la substance blanche 
ont été observées. 
- Dans le groupe 2 (6mg/kg), des lésions de chromatolyse similaires à celle du groupe 3 - mais 
de moindres fréquence et sévérité - ont été notées dans la moelle spinale thoracique et 
lombaire. 
Tableau 10 : Incidence et sévérité des lésions microscopiques spinales induites par le 
triméthylétain 
 Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 
Dose (mg/kg) 0 6 10 
Nombre d’animaux 
examinés 6 6 7 
MOELLE SPINALE CERVICALE 
Chromatolyse: corne ventrale 
Minime 0 0 5 
Légère 0 0 1 
Total  0 0 6 
Dégénérescence Wallérienne: focale 
Minime 0 1 5 
Légère 1 0 0 
Total  1 1 5 
MOELLE SPINALE THORACIQUE 
Chromatolyse: corne ventrale 
Minime 0 1 4 
Total  0 1 4 
MOELLE SPINALE LOMBAIRE 
Chromatolyse: corne ventrale 
Minime 0 1 1 
Total  0 1 1 
Dégénérescence Wallérienne: focale 
Minime 1 1 4 
Total  1 1 4 
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C. Lésions microscopiques du système nerveux périphérique 
  
    L’incidence et la sévérité des lésions microscopiques du système nerveux périphérique sont 
présentées dans les tableaux 11, 12 et 13. 
    La dégénérescence Wallérienne focale (minime à légère) constituait l’unique lésion 
observée au sein du système nerveux périphérique, et touchait les axones des nerfs sciatiques, 
tibiaux, suraux, des ganglions trijumeaux et des racines nerveuses spinales. 
- Dans le groupe 3 (10 mg/kg), la dégénérescence Wallérienne concernait les nerfs tibiaux, 
sciatiques (lésions bilatérales) et les racines nerveuses spinales de tous les animaux examinés. 
Elle était moins fréquente dans les axones des nerfs suraux et ceux des ganglions trijumeaux. 
- Dans le groupe 2 (6 mg/kg), la dégénérescence Wallérienne ne touchait que les nerfs 
sciatiques et tibiaux de trois animaux examinés. 
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Tableau 11: Incidence et sévérité des lésions microscopiques des nerfs sciatiques, tibiaux et 
suraux induites par le triméthylétain 
 Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 
Dose (mg/kg) 0 6 10 
Nombre d’animaux 
examinés 6 6 7 
NERF SCIATIQUE DROIT 
Dégénérescence Wallérienne: focale 
Minime 1 2 2 
Légère 0 0 5 
Total  1 2 7 
NERF SCIATIQUE GAUCHE 
Dégénérescence Wallérienne: focale 
Minime 0 1 4 
Légère 0 0 3 
Total  0 1 7 
NERF TIBIAL DROIT 
Dégénérescence Wallérienne: focale 
Minime  0 1 6 
Légère 0 0 1 
Total  0 1 7 
NERF TIBIAL GAUCHE 
Dégénérescence Wallérienne: focale 
Minime 0 1 4 
Légère 0 0 3 
Total  0 a 1 7 
NERF SURAL DROIT 
Dégénérescence Wallérienne: focale 
Minime 0 0 3 
Légère 0 0 1 
Total  0 0 4 
NERF SURAL GAUCHE 
Dégénérescence Wallérienne: focale 
Minime 0 0 3 
Légère 0 0 1 
Total  0 0 a 4 
a : seulement 5 nerfs examinés 
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Tableau 12 : Incidence et sévérité des lésions microscopiques observées dans les ganglions 
trijumeaux et induites par le triméthylétain 
 Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 
Dose (mg/kg) 0 6 10 
Nombre d’animaux 
examinés 6 4 7 
GANGLIONS  TRIJUMEAUX 
Dégénérescence Wallérienne: focale: bilatérale 
Minime 0 0 3 
Total 0 0 3 
  
Tableau 13 : Incidence et sévérité des lésions microscopiques observées dans les racines 
nerveuses spinales et induites par le triméthylétain 
 Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 
Dose (mg/kg) 0 6 10 
Nombre d’animaux 
examinés 6 6 7 
RACINES DES NERFS SPINAUX 
Dégénérescence Wallérienne: focale 
Minime 0 0 5 
Légère 0 0 2 
Total 0 0 7 
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Figure 8 : Nécrose neuronale et gliose induites par le traitement au triméthylétain  
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A-D: Groupe contrôle : bulbes olfactifs (A), noyau olfactif antérieur (B), et cortex piriforme (C, 
D) (H&E; A, B, D : x 400, C : x 200). 
E-H : Groupe 3 (10 mg/kg) (H&E; E, F et H : x 400, G : x 200). 
E : Bulbes olfactifs : quelques neurones de taille très réduite, au cytoplasme restreint et noyau  
fragmenté (nécrose neuronale minime, flèches) sont présents dans la couche des cellules 
granulaires.  
F: Noyau olfactif antérieur : la nécrose neuronale est légère et caractérisée par des neurones de 
petite taille, ovoïdes, aux contours cellulaires nets, et cytoplasme hyperéosinophile (têtes de 
flèches).  
G : Cortex piriforme : la nécrose neuronale est modérée et conduit à la désorganisation de la 
couche cellulaire 2 du cortex piriforme. Noter l’importance de la réaction gliale associée.  
H : Cortex piriforme : microgliocytes et astrocytes gémistocytiques (étoile) accompagnent les 
neurones nécrotiques, dont certains sont phagocytés (neuronophagie, têtes de flèche).  
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Figure 9 : Lésions microscopiques de l’hippocampe induites par le traitement au triméthylétain  
 
A-B : Groupe contrôle (H&E, A : x 25, B : x 200). 
C-F : Groupe 3 (10 mg/kg) (H&E, C et E : x 25, D et F : x 200). 
C, D : Hippocampe : la nécrose légère des cellules pyramidales dans la zone CA3 (D) amène à 
une désorganisation de cette zone visualisable à faible grossissement (C). 
E, F : Hippocampe : la nécrose marquée des cellules pyramidales (F) dans toutes les zones de 
l’hippocampe a conduit à l’atrophie bilatérale modérée de l’hippocampe et à l’expansion 
secondaire marquée des ventricules latéraux (E).  
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Figure 10 : Chromatolyse centrale induite par le traitement au triméthylétain  
 
 
 
A-B : Groupe contrôle : noyau vestibulaire (A) et corne ventrale de la moelle spinale cervicale 
(B) (H&E x 100). 
C-D : Groupe 3 (10 mg/kg) : présence de plusieurs neurones (flèches) avec un noyau excentré et 
un cytoplasme dilaté, pâle et homogène (dispersion de la substance de Nissl, chromatolyse) dans 
le noyau vestibulaire (C)  et la corne ventrale de la moelle spinale cervicale (D) (H&E x 100). 
 
 
 
 
 
 
59
 
Figure 11 : Dégénérescence Wallérienne induite par le traitement au triméthylétain  
 
 
A-B : Groupe contrôle : nerf sciatique (A) et racine des nerfs spinaux (B) (Coloration de Lee, 
A x 200, B x 400). 
C-D : Groupe 3 (10 mg/kg) : dilatation focale de quelques gaines de myéline (flèches) dans le 
nerf sciatique (C) et les racines nerveuses spinales (D). La dilatation des gaines de myéline est 
associée à l’accumulation de débris axonaux et la présence de macrophages dans la gaine. 
Etoile : ganglion de la racine dorsale (Coloration de Lee, C x 200, D x 400). 
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DISCUSSION 
    Les études de neurotoxicologie ont pour but d’évaluer les effets délétères potentiels d’un 
produit chimique sur le système nerveux d’animaux de laboratoire. Du fait des particularités 
structurales et fonctionnelles du système nerveux, la neurotoxicologie requiert des techniques 
spécifiques, différentes de celles couramment utilisées pour une étude de toxicologie 
standard. L’objectif de ce travail a été de mettre en place une étude avec un produit de 
référence visant à valider l’ensemble des techniques nécessaires à l’évaluation de la 
neurotoxicité d’un produit; ceci dans le but de réaliser ultérieurement des études de 
neurotoxicologie dans un centre de recherche privé.  
    Pour notre étude de validation, la première étape a été de définir un système d’étude qui 
permette d’obtenir à la fois des signes cliniques et des modifications structurales (observables 
dans le SNC et le SNP) qui soient dose-reliés. Nous avons ainsi choisi d’utiliser le TME, 
connu pour induire des troubles comportementaux, ainsi que des lésions nerveuses centrales 
(nécrose, chromatolyse neuronales) et périphériques (dégénérescence Wallérienne des nerfs 
sciatiques et tibiaux) chez le rat.6,14,19,20,27,49,67 Des études préliminaires réalisées au 
laboratoire avaient montré que les rats traités par une injection intrapéritonéale de chlorure de 
TME présentaient des signes cliniques à la dose de 10 mg/kg, dans les 14 jours suivant 
l’administration. D’autre part, O’Shaughnessy et al. ont décrit, chez le rat, la présence de 
lésions nerveuses centrales et périphériques observables 7 jours et 21 jours après 
l’administration intrapéritonéale de chlorure de TME, à des niveaux de dose de 6 et 8 
mg/kg.49 Aucun signe clinique n’avait été noté à ces deux doses. Les lésions nerveuses 
périphériques étaient plus visibles 21 jours après le traitement; à l’inverse, les modifications 
nerveuses centrales étaient plus évidentes 7 jours après l’administration de TME. Sur la base 
de ces résultats, nous avons décidé de conduire l’étude de validation sur 14 jours avec deux 
niveaux de dose (6mg/kg et 10 mg/kg), traitement des rats le premier jour par injection 
intrapéritonéale unique de chlorure de TME, euthanasie et autopsie des animaux le 
quatorzième jour. 
    Les travaux réalisés ont concerné uniquement l’analyse des lésions induites par le TME. 
Dans un premier temps, l’absence d’artéfacts microscopiques, le prélèvement et la recoupe 
adéquats de l’ensemble des tissus requis, et la qualité des lames nous ont permis de vérifier 
que l’ensemble des techniques spécifiques à la neuropathologie (fixation de l’animal par 
perfusion, coupes transversales de cerveau à des niveaux précis, prélèvements de racines 
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nerveuses spinales ganglionnées, colorations spécifiques, inclusion en glycol méthacrylate) 
avait été correctement réalisé.  
    Les résultats que nous avons obtenus après traitement des rats au TME sont similaires à 
ceux décrits dans la littérature : perte de poids et mutilation de la queue (seulement pour le 
groupe à 10 mg/kg); nécrose neuronale cérébrale bilatérale et symétrique, chromatolyse 
centrale des neurones dans certains noyaux de la moelle allongée et dans la corne ventrale de 
la moelle spinale, dégénérescence Wallérienne dans le SNP.12,14,27,19,21,49 Toutes les 
modifications structurales étaient dose-reliées. 
    La nécrose neuronale, bilatérale et symétrique, concernait le système olfactif (bulbes 
olfactifs, noyau olfactif antérieur, cortex entorhinal) et le système limbique (hippocampe, 
gyrus denté, subiculum ventral, cortex piriforme, noyau amygdaloïde, transition 
amygdalopiriforme). Il apparaît dans la littérature que l’atteinte lésionnelle de ces deux 
systèmes est constante, avec toutefois des variations quant à la sévérité, la fréquence et 
l’extension des modifications structurales selon la voie d’administration, la dose, et la durée 
du traitement.6,14,20,27,49  
    Le système limbique assure diverses fonctions dont l’apprentissage, la gestion des émotions 
et du comportement. Il n’est ainsi pas surprenant qu’un comportement agressif 
(automutilation) ait été observé chez des animaux dont le système limbique était sévèrement 
lésé. Nous avons par ailleurs constaté que les régions les plus atteintes étaient l’hippocampe et 
le cortex piriforme dans les deux groupes traités. Les cellules pyramidales de l’hippocampe 
étaient plus sévèrement touchées dans les zones CA1 et CA3 par rapport à la zone CA2, ce 
qui est similaire aux données bibliographiques. Dans le groupe à 10 mg/kg, la sévérité de la 
nécrose neuronale a conduit à une atrophie bilatérale de l’hippocampe chez trois animaux, 
associée à une expansion secondaire des ventricules latéraux, voire au développement d’une 
hydrocéphalie visualisable macroscopiquement pour l’un d’entre eux. L’atrophie bilatérale de 
l’hippocampe secondaire à la nécrose neuronale induite par le TME avait déjà été décrite par 
Brown et al.14  
    En outre, il semblerait que certains neurones situés dans d’autres zones cérébrales que 
celles des systèmes olfactif et limbique soient également sensibles au TME. Ainsi,  nous 
avons identifié quelques neurones nécrotiques dans les couches profondes du néocortex 
(cortex insulaire) de manière similaire à ce qui avait été décrit par Brown et al.14 Il serait 
d’autre part intéressant de vérifier si des régions fonctionnellement liées aux systèmes olfactif 
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et limbique présentent des lésions de dégénérescence neuronale; et ce, par l’application de 
colorations spécifiques. Balaban et al., en utilisant une procédure cuprique-argentique, ont 
identifié des neurones dégénérés au sein de divers noyaux cérébraux, des collicules supérieurs 
et inférieurs, et de la substance grise périaqueducale chez des rats traités au TME. La 
procédure cuprique - argentique étant relativement difficile à mettre en œuvre, l’utilisation du 
fluorojade, fluorochrome anionique marquant de manière sensible les neurones dégénérés60, 
semble une bonne alternative à mettre en place. 
    En plus de la nécrose neuronale, nous avons observé des lésions de chromatolyse centrale 
présentes dans la corne ventrale spinale (aux doses de 6 et 10 mg/kg), et dans certains noyaux 
cérébraux (rouges, réticulaires, vestibulaires et trigéminaux spinaux) de quelques animaux du 
groupe à 10 mg/kg. O’Shaughnessy et al.49 ainsi que et Chang et al.19,21 avaient déjà décrit de 
la chromatolyse dans la corne ventrale de la moelle spinale, noyaux trigéminaux et 
réticulaires; mais pas dans les noyaux rouges ni vestibulaires. La chromatolyse centrale est 
une altération morphologique du corps cellulaire neuronal pouvant être secondaire à une 
dégénérescence axonale primaire d’origine toxique. Nous avons d’autre part observé des 
lésions de dégénérescence Wallérienne dans le SNP et le SNC. Ainsi, on peut 
raisonnablement penser que la chromatolyse centrale des cellules de la corne ventrale de la 
moelle spinale est corrélée à la dégénérescence Wallérienne observée dans le SNP (racines 
nerveuses spinales, nerfs sciatiques, tibiaux et suraux). De même, dans le SNC, les lésions de 
dégénérescence Wallérienne présentes dans la formation réticulée peuvent être liées à la 
chromatolyse des neurones réticulaires, tandis que celles notées dans le cordon latéral de la 
moelle spinale (tractus rubrospinal) peuvent être associées à la chromatolyse des neurones des 
noyaux rouges. Par contre, les lésions de dégénérescence Wallérienne présentes dans les 
racines nerveuses associées aux ganglions trijumeaux ne peuvent pas être reliées à la 
chromatolyse observée dans les noyaux spinaux trijumeaux, puisque les lésions ne concernent 
pas les mêmes neurones (il s’agit de protoneurones dans le ganglion trijumeau, et de 
deutoneurones dans le noyau spinal du trijumeau). 
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CONCLUSION 
    En conclusion, nous avons montré que le produit de référence utilisé pour cette étude de 
validation, le TME, induisait (1) de la nécrose neuronale bilatérale et symétrique dans les 
systèmes olfactif et limbique associée à un comportement agressif des animaux 
(automutilation), (2) de la chromatolyse centrale des neurones de la corne ventrale de la 
moelle spinale et des neurones des noyaux cérébraux rouges, réticulaires, vestibulaires et 
spinaux du trijumeau, (3) de la dégénérescence Wallérienne focale dans le SNP (racines des 
nerfs spinaux et du nerf V, nerfs sciatiques, tibiaux et suraux) et dans le SNC (formation 
réticulée et cordon latéral de la moelle spinale). Bien que la majorité de ces résultats soit 
similaire aux données bibliographiques, les effets lésionnels du TME dans les noyaux rouges 
et vestibulaires n’avaient pas encore été décrits à ce jour. 
    A l’issue cette étude, nous avons validé l’ensemble des techniques spécifiques nécessaires à 
la neuropathologie.  
    La neurotoxicologie n’en est qu’au début de son développement. Il se peut que dans un 
futur proche la neuropathologie ne constitue plus l’unique méthode d’évaluation 
morphologique du système nerveux. Des efforts considérables sont en effet fournis pour 
mettre au point des méthodes non invasives d’évaluation du système nerveux des animaux de 
laboratoire, dont l’Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) et la Tomographie à Emission 
de Positrons (TEP) sont des exemples. Ces techniques d’imagerie ont l’avantage sur 
l’anatomie pathologique de permettre une étude rapide des tissus lésés. Mais en attendant de 
déterminer la sensibilité de ces techniques dans la détection de lésions précoces induites 
chimiquement, et de pouvoir corréler les images anormales à des modifications 
morphologiques spécifiques; l’analyse microscopique du tissu nerveux reste la méthode de 
choix dans l’évaluation structurale de la neurotoxicité d’un produit.  
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ANNEXE 1 : NIVEAU CEREBRAL 1 : BULBES OLFACTIFS 
(Annexes 1 à 9 : schémas inspirés de “The rat brain in stereotaxic coordinates”52) 
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ANNEXE 2 : NIVEAU CEREBRAL 2 : REGION OLFACTIVE 
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ANNEXE 3 : NIVEAU CEREBRAL 3 : CERVEAU ANTERIEUR (NERFS 
OPTIQUES) 
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ANNEXE 4 : NIVEAU CEREBRAL 4 : CERVEAU ANTERIEUR (CHIASMA 
OPTIQUE) 
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ANNEXE 5 : NIVEAU CEREBRAL 5 : CERVEAU MOYEN 
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ANNEXE 6 : NIVEAU CEREBRAL 6 : MESENCEPHALE 
 
 
 
 
77
 
 
ANNEXE 7 : NIVEAU CEREBRAL 7 : PONS/CERVELET 
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ANNEXE 8 : NIVEAU CEREBRAL 8 : MYELENCEPHALE ET CERVELET 
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ANNEXE 9 : HIPPOCAMPE ET GYRUS DENTE VISUALISABLES SUR LES 
NIVEAUX CEREBRAUX 5 ET 6 
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